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Brasilsedestaca por serun pais de dimensiones continentales, un clima predominantemente
tropical y grandes extensiones de areas sembradas con cultivos de importancia agricola. De
vez en cuando surgen fronteras agricolas, siendo la mas reciente MATOPIBA que incluye los
estados de Maranhao, Tocantins, Piaui y Bahia, con gran capacidad productiva. En la mayoria
de estas areas, se realizan tres plantaciones anuales, lo que cambia radicalmente el paisaje
agricola brasilefio, donde los problemas fitosanitarios ocurren durante todo el afio. En este
“puente verde”, que se hace con tres siembras al afio, puede observarse principalmente con
los cultivos de maiz, soya, algodon, frijol, etc. En Mato Grosso, por ejemplo, se siembra soja
temprana en septiembre, soja tardia, algodon convencional, maiz convencional y algoddn de
segunda cosecha. Hay varias plagas y enfermedades importantes en este escenario tinico de
la agricultura brasilefia. El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda, por ejemplo, destaca
por ser una plaga polifaga, que puede alimentarse de maiz, sorgo, soja, algoddn, frijol, etc. El
gusano falso medidor, Chrysodeixis includes, que hasta hace 10 afios era una plaga secundaria
de los cultivos de soja, es otra plaga importante en este escenario, ya que es un importante
defoliador de la soja y el algodon.

Dentro de este contexto, los problemas fitosanitarios ocurren con mayor frecuencia e
incluyen la presencia de plagas y enfermedades en diferentes cultivos. Ante los desafios
que, constantemente encontrados en el campo para aumentar la produccion de granos, la
productividad y disminuir los costos, se ha intensificado la bisqueda de alternativas al uso de
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plaguicidas. Lo que se busca son agentes de control biologico con costo de produccion reducido
y alta eficiencia para permitir que la tecnologia relacionada con los productos biologicos esté
disponible en el mercado y sea distribuida a diferentes cultivos.

Entre los organismos utilizados como control biolégico de plagas y
enfermedades, algunos de los agentes més difundidos son los hongos del
género Trichoderma y la bacteria Bacillus thuringiensis.

Trichoderma spp.

Segtin Bettiol et al. (2012), Trichoderma es uno de los principales agentes de control
biologico utilizados en la agricultura y presenta resultados significativos en el control de una
amplia gama de enfermedades.

Para que el control en campo sea efectivo, es necesario garantizar la calidad de todos
los pasos involucrados en el proceso de produccion, con el fin de garantizar la viabilidad del
organismo y vigor necesarios (Adekunle et al., 2001).

Para satisfacer la gran demanda de productos biologicos, se hace necesaria la produccion
a gran escala del agente de biocontrol para abastecer un mercado en expansion y garantizar la
distribucion y aplicacion del producto. Los estudios de Singh et al. (2007) mostraron varios
sustratos potenciales con alta viabilidad para la produccion de este hongo, entre ellos sorgo,
trigo y arroz en grano. La facil obtencion de estos sustratos y su bajo costo son factores que
contribuyen con la viabilidad de la produccion industrial de este agente.

Durante el proceso de produccion, el hongo se establece sobre el sustrato e inicia el
proceso de liberacion de esporas, lo cual favorece su reproduccion (Holker et al., 2004), con
un periodo de crecimiento del agente de aproximadamente siete dias. Uno de los principales
problemas involucrados en este proceso es la posibilidad de contaminacion del material con
otros géneros de hongos e incluso bacterias, lo que genera riesgos para la salud (Bettiol;
Morandi, 20009).

Otras metodologias para la produccion de hongos fueron presentadas en trabajos
de Bettiol y Morandi (2009), quienes usaron un medio liquido para optimizar el espacio,
asegurar mayor pureza en el material y reducir el porcentaje de contaminacion y asi favorecer
la propagacion del hongo.

Seglin Anvisa (2013), el término bioseguridad se define como “una condicién de
seguridad alcanzada mediante un conjunto de acciones destinadas a prevenir, controlar,
reducir o eliminar los riesgos inherentes a las actividades que pueden comprometer la salud
humana, animal y ambiental”. En este sentido, el control de calidad se convierte en un paso
fundamental en el proceso de elaboracion de productos a base de microorganismos para
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garantizar que el producto final esté libre de contaminacioén o, por lo menos con un nivel
muy bajo, sea seguro tanto para el manipulador como para el medio ambiente y ademas que
mantenga su eficacia.

Las empresas suelen evaluar la calidad de los productos a base de Trichoderma segin tres
criterios, a saber: recuento de esporas (minimo 1 x 10® esporas/g), germinacion minima de
85% y viabilidad minima de 8,5 x 10" CFU/g. Para estas evaluaciones se utilizan diferentes
metodologias segiin la formulacion del producto (Bettiol; Morandi, 2009).

El recuento del nimero de esporas se realiza con la ayuda de una cimara de Neubauer
bajo aumento del microscopio. Para ello es necesario preparar una suspension de esporas
de Trichoderma y el resultado de este conteo se expresa en nimero de esporas por peso o
volumen de producto biologico formulado. La metodologia para evaluar el porcentaje de
esporas viables consiste en dispensar una alicuota de la suspension de esporas de Trichoderma
en areas delimitadas de la placa de Petri con medio PDA (agar papa dextrosa), incubar a 25 +
2 °C para la germinacion de esporas y contar el nimero de esporas viables bajo el microscopio
optico (Bettiol et al., 2012). Para cuantificar las unidades formadoras de colonias (UFC) la
metodologia consiste en homogeneizar el producto a base de Trichoderma con una solucion
salina esterilizada mezclada con Tween 80. A partir de esta solucion se realizan diluciones
seriadas, las cuales se distribuyen en cajas Petri con medio PDA y Triton y se incuban a 25 + 2
°C en oscuridad para el posterior conteo del niimero de colonias formadas por Trichoderma.
El resultado se expresa en unidades formadoras de colonias (UFC/mL) (Bettiol et al., 2012).

Sin embargo, las cepas seleccionadas para la produccién de insumos bioldgicos hechos a
base de Trichoderma registrados ante el MAPA y los procesos de control de calidad de estos
productos son realizados por las empresas en condiciones de laboratorio. En este caso, en
un ambiente controlado, los riesgos de contaminacion se minimizan y son realizados por
profesionales cualificados con la formacion técnica necesaria. Para la concesion del registro
del producto bioldgico en el MAPA, las empresas deben cumplir con una extensa lista de
prerrequisitos que garantizan la seguridad y eficacia de estos productos (Brasil, 2012).

Control de calidad

Los riesgos asociados con la produccion de agentes de control biolgico son muy grandes
cuando no se cumplen los estandares y procedimientos de laboratorio.

La produccion de Trichoderma y otros insumos bioldgicos a base de microorganismos
no se limita al mercado a escala comercial. Ha habido un creciente interés por la “produccion
casera” de estos bioproductos con el fin de reducir costos con productos fitosanitarios a base
de microorganismos, sistema denominado “on farm” (en la finca) (Valicente et al., 2018).
Hoy en dia, se entiende por produccién “on farm” aquella que se realiza en una finca sin las
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condiciones minimas de asepsia. Cabe mencionar que existen productores que cuentan en sus
fincas con modernos laboratorios que cumplen con los estandares de produccion, los cuales
no encajan en el proceso “on farm”. En la mayoria de los casos donde se hace una “produccion
casera”, no se utilizan materiales esterilizados o laboratorios que cumplan los requisitos
minimos para su correcto funcionamiento, de manera de evitar la contaminacion del producto
final, asi como el uso de materiales registrados como fuente de indculo, sin autorizacion previa,
constituyendo un caso de pirateria. El uso de subproductos agroindustriales se considera una
alternativa viable y economica para la produccion in situ de T. asperellum (Santos-Villalobos
etal., 2012) y Bacillus thuringiensis (Valicente; Mourao 2008). En el caso de Trichoderma,
las esporas del hongo son obtenidas facilmente mediante la cria sobre sustratos como arroz,
maiz u otros granos, lo que permite que el producto final se aplique directamente a los cultivos
o al suelo (Woo et al., 2014). Segiin Woo et al. (2014), los productos a base de Trichoderma
comercializados estan compuestos de una sola especie (67%), siendo el resto una combinacion
de especies conocidas y/o desconocidas, aislados o una mezcla de Trichoderma con otros
microorganismos beneficiosos como el hongo micorrizico (Glomus) y las bacterias (Bacillus
subtilis, Pseudomonas fluorescens, etc.). Si un producto comercial esta hecho a base de varios
microorganismos benéficos, este también corre el riesgo de contaminacion por condiciones que
favorecen la rapida multiplicacion de microorganismos indeseables y que pueden representar
un riesgo para la salud humana y animal, ademas de la baja calidad del producto.

Ademas, existe una gran variedad de especies del género Trichoderma identificadas
en diferentes ecosistemas. En un solo aislamiento realizado en una muestra de suelo en
el sur de Alemania fueron identificados mas de 350 materiales genéticos diferentes de
Trichoderma spp. (Meincke et al., 2010). Algunas especies son consideradas patgenos de
humanos, como T. longibrachiatum, relacionada con infecciones pulmonares (Miguel et al.,
2005) y T. fungemia, relacionada con infecciones bacterianas en pacientes hospitalizados
(Lagrange-Xélot et al., 2008). Asimismo, algunas especies producen metabolitos secundarios
potencialmente tbxicos para animales y plantas, como tricotecenos y péptidos ciclicos,
clasificados como micotoxinas. Los tricotecenos perjudican el crecimiento de las plantas y los
péptidos ciclicos provocan la muerte celular al atacar la membrana de las células bacterianas
eucariotas. Los isocianuros, otro tipo de metabolito secundario, atacan a los microorganismos
del rumen en carneros y ovejas (Sandle, 2014). Estas investigaciones muestran la importancia
de trabajar con el aislado puro, sin contaminantes, para que en el proceso de produccién a gran
escala no se reproduzcan organismos indeseables que puedan causar dafo a los mamiferos.

Todos estos factores refuerzan atin més la importancia de aplicar técnicas especificas para
la elaboracion de productos biologicos basados en el uso de microorganismos tales como:
virus, hongos, bacterias, etc. Cada organismo tiene una necesidad diferente de alcanzar una
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concentracion maxima en la elaboracion final del producto. La ineficacia e inconsistencia de
los resultados del desempefio en campo dificultan la difusion y el uso frecuente de productos
elaborados de manera inadecuada en las propiedades rurales. Estos factores refuerzan la
necesidad de control de calidad con la seleccion de aislamientos adecuados para ser utilizados
en el control bioldgico.

Sivila y Alvarez (2013) publicaron el manual denominado “Produccién Artesanal de
Trichoderma”, dirigido a pequeos productores de la agricultura familiar. Los autores aclaran
qué es el control biologico de las enfermedades de las plantas, qué son los microorganismos
antagonicos, cuales son las caracteristicas del hongo Trichoderma sp. y sus mecanismos de accién
para el control biologico de enfermedades que conducen a la proteccion de determinados cultivos.

También segin Sivila y Alvarez (2013), para la produccion de Trichoderma, la
metodologia mas simple a utilizar es la fermentacion solida y este proceso se divide en varios
pasos. Estos pasos son basicos para cualquier produccion de producto organico, incluso para
B. thuringiensis:

1. Seleccion del sustrato.

Preparacion y acondicionamiento del sustrato.
Esterilizacion del material.

Inoculacion del hongo Trichoderma.

Incubacion.

Puede ser utilizado en campo o seco y formulado.
Secado.

Empaquetado.

© ® N U s W

Almacenamiento.

Paraasegurarel control de calidad delos productosbiologicos hechos abase de Trichoderma
de manera artesanal, Sivila y Alvarez (2013) sugieren cuatro pruebas: determinacion del
grado de antagonismo, determinacion de produccion de esporas, determinacion de viabilidad
de esporas y determinacion de contaminantes (pureza).

Sin embargo, los agricultores en unidades de produccion familiar generalmente no cuentan
con una estructura fisica para realizar los tramites para la produccion de Trichoderma. En
la etapa III de produccion, donde uno de los procesos es la esterilizacion del sustrato, se
suele utilizar bafio Maria, ya que los productores no cuentan con autoclave. En el paso IV,
la campana de flujo laminar a menudo se reemplaza por solo una llama debajo de un banco
limpio con jabon y lejia comercial. La seleccion del aislado y el proceso de control de calidad
depende de los laboratorios de microbiologia, no siendo posible realizar las pruebas en predios
rurales (Sivila; Alvarez, 2013).
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Todos estos aspectos pueden reducir la calidad del producto final, lo que puede poner
en riesgo la salud de los propios agricultores y puede dispersar organismos indeseables
en el medio ambiente, como lo observaron Valicente et al. (2018) en la evaluacién de la
calidad de bioinsecticidas a base de B. thuringiensis producidos en predios rurales bajo el
sistema “on farm”. En los sistemas de produccion, todos los materiales y reactivos en los
medios de cultivo, sin excepcibn, deben ser esterilizados (autoclavados a 120 °C durante 20
a 30 minutos) e inoculados con una cepa limpia, libre de contaminantes. Sin embargo, la
produccion que se realiza en predios rurales, en su mayoria, no cuenta con las condiciones
de infraestructura requeridas, seguridad e higiene (Valicente et al., 2018). Valicente et al.
(2018) analizo tres muestras de B. thuringiensis de produccion casera, en condiciones de
produccion inadecuadas, sin la higiene y esterilizacién necesarias. Se identificaron decenas de
especies de microorganismos distintos en muestras de productos que deberian contener solo
esporas viables y cristales de Bacillus thuringiensis. La identificacion de estas bacterias de
diferentes especies demuestra que estos productos pueden causar serios problemas de salud,
lo que termina afectando no solo a los involucrados en la produccion realizada sin los debidos
cuidados higiénicos. Algunas muestras de B. thuringiensis (Bt) producidas de forma casera en
propiedades rurales y con medios alternativos ya han sido probadas y consideradas no aptas
para su uso como biopesticida. Se encontraron varios tipos de contaminantes con morfologia
y color diferente al Bt, entre ellos B. cereus y bacterias del género Microbacterium, que son
patogenos oportunistas asociados a infecciones humanas. La prevalencia de Enterococcus
casseliflavus y E. gallinarum es preocupante, ya que estas especies se han asociado con
endocarditis (Dargere et al., 2002) y meningitis en humanos (laria et al., 2005; Antonello
etal., 2010). La figura 1 muestra placas con colonias aisladas de materiales de fermentacion
casera, donde se observan colonias irregulares y con diversas coloraciones.
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Foto: Ubiraci Gomes de Paula Lana;

Figura 1. Colonias atipicas aisladas de muestras recibidas de produccion casera sin asepsia.

Consideraciones finales

En el proceso de produccion industrial de Trichoderma, el control de calidad se convierte
en un paso fundamental, ya que es posible determinar la concentracion y viabilidad de
esporas y la determinacion de contaminantes, algo que no es posible obtener en un sistema de
produccion casero.

Ademés de problemas de calidad, la produccion casera puede poner en peligro la salud
de los propios agricultores, ademas de contener microorganismos indeseables para el medio
ambiente.
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